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RESUMO

Baroni RV. Aspectos funcionais da lipoproteina de alta densidade (HDL) em individuos
com nivel baixo de HDL-colesterol com ou sem doenca arterial coronaria [tese]. Sdo

Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2024.

Introducdo: Diversos estudos epidemioldgicos demonstraram a associacao inversa
entre o colesterol da lipoproteina de alta densidade (HDL-C) e a incidéncia de doenca
arterial coronaria (DAC) em diversas populagdes. Entretanto, além da determinagdo do
HDL-C, a exploracdo dos aspectos funcionais da HDL, como a capacidade de receber
colesterol, tem-se mostrado de grande importancia na avaliacdo da capacidade protetora
desta lipoproteina contra o desenvolvimento da DAC. Nosso laboratério desenvolveu
um ensaio in vitro pratico para avaliar a transferéncia de colesterol para a HDL, um
processo fundamental na formacdo e maturacdo da lipoproteina, e que também esta
envolvido no transporte reverso de colesterol. Com o emprego do ensaio foi mostrado
qgue em individuos com DAC a transferéncia de colesterol para HDL esta diminuida.
Nesse contexto, é interessante verificar se a presenca de DAC em homens com HDL-C
baixo tem diferencas nos aspectos funcionais da HDL, como transferéncia de colesterol
e atividade da PON1, enzima antioxidante da fracdo HDL e aspectos fisicos, como
tamanho das particulas e perfil das subfracbes da HDL. Objetivo: Investigar se a
presenca ou a auséncia de DAC estdo associadas a diferencas nas taxas de transferéncia
de colesterol para a HDL, na funcdo antioxidante da HDL, atividade da paraoxonase 1
(PONL1) e em aspectos fisicos da HDL em homens com HDL-C baixo. Métodos: Foram
selecionados 46 homens, entre 50 e 76 anos, que apresentam HDL-C baixo (20-40
mg/dL). Os participantes foram divididos em dois grupos: com (n=25, grupo DAC) ou
sem (n=21, grupo CTL) presenca de DAC. Apds 12 horas de jejum, foram coletadas
amostras de sangue para determinacdo dos lipides e apolipoproteinas plasmaticas,
diametro e subfracdes de HDL, atividade da PON1, funcdo antioxidante da HDL, bem
como as concentracdes da proteina de transferéncia de colesterol esterificado (CETP) e
da lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT). O ensaio de transferéncia das formas livre
(CL) e esterificada (CE) do colesterol de uma emulsao lipidica artificial para a HDL foi
realizado através da incubagdo do plasma com uma nanoparticula artificial doadora de
colesterol radioativo. ApOs a precipitacdo quimica, foi feita a contagem da
radioatividade. Resultados: LDL-C, ndo-HDL-C e triglicérides foram semelhantes
entre DAC e CTL. HDL-C foi menor em DAC (p=0,0156). Apo A-l foi semelhante,



mas apo B foi maior em DAC do que em CTL (p=0,0464). Em relagéo as funcdes da
HDL, a transferéncias de colesterol livre e esterificado para HDL ndo foram diferentes
entre os dois grupos. Ao corrigir o valor das transferéncias pelo HDL-C, as taxas de
transferéncia tanto de CE (p=0,0034), quanto de CL (p=0,0021), foram maiores no
grupo DAC em comparacdo ao grupo CTL. A capacidade antioxidante da HDL também
foi semelhante, assim como a atividade da enzima antioxidante PON1. A concentragdo
de CETP tendeu ndo significativamente a ser maior em DAC (p=0,062) enquanto a
concentracdo de LCAT ndo foi diferente. O tamanho das particulas de HDL e as
subfracdes pequenas e grandes foram semelhantes, embora as subfracfes intermediarias
foram menores em DAC (p=0,0091). Concluséo: Em individuos com HDL-C baixo, as
transferéncias de colesterol para HDL e a funcdo antioxidante ndo foram preditores de
DAC, mas os classicos HDL-C e apo B foram marcadores e podem ter desempenhado

um papel no desenvolvimento de DAC.

Palavras-chave: Metabolismo de lipideos. HDL. HDL-colesterol. Colesterol. Doenga

da artéria coronariana. Lipoproteinas HDL. Saude do homem.



ABSTRACT

Baroni RV. Functional aspects of the high-density lipoprotein (HDL) in individuals
with low levels of HDL-cholesterol with and without coronary artery disease [thesis].

Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2024.

Background: Several epidemiological studies have demonstrated the inverse
association between the high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) and the incidence
of coronary artery disease (CAD), in different populations. However, in addition to
HDL-C determination, exploration of functional aspects of HDL, such as the ability to
receive cholesterol, have been shown to be of great importance in the evaluation of
protective capacity of this lipoprotein against the development of CAD. Our laboratory
developed a practical in vitro assay to evaluate the transfer of cholesterol to HDL, a
fundamental process in the formation and maturation of the lipoprotein, and wich is also
involved in reverse cholesterol transport. With the use of the assay, it was shown that in
individuals with CAD, the transfer of cholesterol to HDL is reduced. In this context, it
Is interesting to verify whether the presence of CAD in individuals with low HDL-C has
differences in the functional aspects of HDL, such as cholesterol transfer and
paraoxonase 1 (PON1) activity, antioxidant enzyme of HDL fraction and physical
aspects, such as particle size and subfraction profile of the HDL. Aim: Investigate
whether the presence or absence of CAD is associated with differences in cholesterol
transfer rates to HDL, in HDL antioxidant activity, PON1 activity and on physical
aspects of HDL in men with low HDL-C. Methods: 46 men were selected, between 50
to 76 years old, who had low HDL-C (20-40 mg/dL). Participants were divided into two
groups: with (n=25, CAD group) or without (n=21, CTL group) presence of CAD. After
12 hours of fasting, blood samples were collected for determination of plasma lipids and
apolipoproteins, HDL diameter and subfractions, PON1 activity, antioxidant function of
HDL, as well as cholesteryl ester transfer protein (CETP) and lecithin-cholesterol
acyltransferase (LCAT) concentrations. The transfer assay of unesterified (UC) and
esterified (EC) forms of cholesterol from an artificial lipid emulsion to HDL was carried
out by incubating plasma with an artificial radioactive cholesterol donor nanoparticle.
After chemical precipitation, radioactivity was counted. Results: LDL-C, non-HDL-
cholesterol and triglycerides were equal in CAD and non-CAD. HDL-C was lower in
CAD (p=0,0156). Apo A-I was equal but apoB was higher in CAD than in non-CAD
(p=0,0464). Regarding HDL functions, the transfer of both unesterified and esterified



cholesterol to HDL were not different between the two groups. When correcting for
HDL-C levels, the transfer rates of both EC (p=0.0034) and UC (p=0.0021) were higher
in the CAD group compared to the CTL group. HDL anti-oxidant capacity was also
equal, as well as activity of anti-oxidant enzyme paraoxonase-1. CETP concentration
was non-significantly higher in CAD (p=0,062) while LCAT concentration was not
different. HDL particle size and the small and the large HDL subfractions were equal,
although the intermediate subfraction was lower in CAD (p=0,0091). Conclusion: In
those individuals with low HDL-C, cholesterol transfer to HDL and antioxidant
function were not CAD predictors, but classical HDL-C and apoB were markers and

could have had role in CAD development.

Keywords: Lipid metabolism. HDL. HDL-cholesterol. Cholesterol. Coronary artery
disease. Lipoprotein HDL. Men’s health.



1. INTRODUCAO
As doencas cardiovasculares (DCV) séo consideradas as principais causas de
mortalidade e morbidade, tendo a prevaléncia da doenga quase dobrado entre 1990 e
2019. Dentre as DCV, a doenca arterial coronaria (DAC) é reconhecida como a
principal causa de mortalidade (ROTH al., 2020).

A DAC tem carater inflamatorio, crbnico e progressivo (ROSS, 1999). Suas
manifestacdes clinicas sdo representadas por angina estavel, angina instavel, infarto do
miocardio e até mesmo morte subita (MALAKAR et al., 2019). Os principais fatores de
risco de DAC sdo o tabagismo (OCKENE; MILLER, 1997), diabetes (HAFFNER et al.,
1998), hipertensédo (MACMAHON, 1990) e a dislipidemia (VERSCHUREN et al.,
1995), sendo essa Ultima caracterizada principalmente por elevada concentracdo de
colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) e baixa concentracdo de
colesterol de lipoproteina de alta densidade (HDL-C). Outras condi¢cdes médicas e estilo
de vida, como inatividade fisica (BERLIN; COLDITZ, 1990), obesidade
(PROSPECTIVE STUDIES COLLABORATION, 2009) e consumo excessivo de
alcool (REHM; GREENFIELD; ROGERS, 2001), podem levar ao maior risco de

desenvolvimento de DAC.

A prevaléncia da DAC aumenta com a idade, tendo maior morbidade e
mortalidade no sexo masculino do que no feminino (NOWBAR et al., 2019), pelo
menos até alguns anos ap6s a menopausa, quando o risco de DAC se assemelha em
ambos os sexos (LERNER; KANNEL, 1986; YAHAGI et al., 2015). A incidéncia da
doencga, geralmente, tem como idade inicial acima de 45 anos para homens e acima de
55 anos para mulheres (LERNER; KANNEL, 1986). Além dos homens terem maiores
chances de desenvolvimento de DAC, estes também apresentam menores concentracdes
de HDL-C e maiores concentracOes de triglicérides e de LDL-C (JOUSILAHTI et al.,
1999; WILLIAMS, 2004; MADSSEN et al., 2013;).

A aterosclerose caracteriza-se pela alteracdo no metabolismo dos lipides
plasmaticos, sendo o LDL-C elevado um dos principais fatores de risco (FERENCE et
al.,, 2017). A exposicdo constante da artéria ao excesso de LDL-C & um dos
determinantes do inicio e progressdo das placas aterosclerdticas. Nas fases iniciais da
lesdo, grande quantidade de LDL-C se acumula na camada intima da artéria, devido ao

comprometimento do endotélio. As particulas de LDL que ficam acumuladas podem
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sofrer o processo de oxidacdo no espaco subendotelial. Citocinas liberadas no processo
promovem a migracdo de mondcitos circulantes para a camada intima (LIBBY et al.,
2019). Quando na intima, mondcitos diferenciam-se em macrdfagos e fazem a captagédo
da LDL oxidada, resultando na formacdo de células espumosas (HANSSON;
ROBERTSON; SODERBERG-NAUCLER, 2006). Linfécitos também entram na
camada intima e regulam fungdes do sistema imune que permitem a migragéo de células
musculares lisas da camada média para a intima da artéria. Como resultado tem-se a
formacdo de placas fibrosas com nucleo necrotico, que posteriormente podem ser
calcificadas. Com a progressao da placa, ocorre a obstrucdo da artéria e o fluxo
sanguineo do local é reduzido, resultando em necrose tecidual (BENTZON et al., 2014).
A formagdo das placas aterosclerdticas na artéria coronaria pode ocorrer ainda na
juventude, porém, sua ocorréncia e manifestacdes clinicas sdo maiores em individuos
mais velhos (STRONG, 1999).

Visando reduzir o risco de desenvolvimento de DAC, terapias com uso de
agentes redutores de lipides, como as estatinas, sdo utilizadas na prevencdo primaria e
secundaria de pacientes. Essa classe de medicamento atua diminuindo as concentracdes
de LDL-C, através da inibicdo da HMG-CoA redutase (3-hidroxi-3-methyl-glutaril-CoA
redutase), atuando e diminuindo diretamente a producgéo de colesterol e aumentando a
expressao de receptores de LDL no figado. As estatinas ainda atuam no HDL-C,
podendo elevar suas taxas, mas com pequeno aumento percentual geral (FALUDI et al.,
2017; MARON et al., 2000). Apesar da redugdo do LDL-C ser o principal alvo no
tratamento da dislipidemia, elevadas concentracbes de triglicérides e baixas
concentracdes de HDL-C também sdo importantes fatores de risco cardiovascular
(GAW, 2003).

A concentracdo de HDL-C é um fator de risco independente para DAC
(GORDON et al., 1989; BARTER et al., 2003; DUFFY; RADER, 2009) e o aumento
em 1 mg/dL de HDL-C esta associado com reducdo de risco para DAC em até 3%
(GORDON et al., 1989). Na década de 90, descobriu-se que mutacfes na proteina de
transferéncia de colesterol esterificado (CETP), proteina que transfere colesterol e
triglicérides entre as classes de lipoproteinas, resultam em hiperalfalipoproteinemia.
(INAZU et al., 1990, 1994). Em outras palavras, resultam em aumentada concentragao
de HDL-C circulante. Devido a essas associacOes, foram realizados estudos de

intervencao randomizados utilizando-se drogas como niacina e inibidores da CETP para
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aumentar as concentracfes de HDL-C. Com essa estratégia, pretendia-se diminuir o
risco de desfechos cardiovasculares, mas esses estudos tiveram resultados pouco

convincentes.

O “Coronary Drug Project” foi o primeiro estudo randomizado a mostrar que a
niacina é capaz de diminuir eventos cardiovasculares, incluindo mortalidade
(“Clofibrate and niacin in coronary heart disease.”, 1975). Vale ressaltar, que o estudo
foi realizado antes da introducdo das estatinas e de outros tratamentos. Ja em estudos
mais recentes, pacientes tratados com niacina apresentaram aumento de HDL-C e
diminuicdo de LDL-C, mas ndo apresentaram reducdo de eventos, mesmo com a terapia
combinada com estatinas (AIM-HIGH INVESTIGATORS; et al., 2011; HAYNES et
al., 2013).

No caso dos inibidores de CETP, no estudo ILLUMINATE, o uso do
torcetrapib elevou o HDL-C em 72% e reduziu o LDL-C em até 25%. Porém, o estudo
teve de ser interrompido devido ao aumento de mortalidade (BARTER et al., 2007). Ja
no estudo Dal-OUTCOMES, o uso do dalcetrapib obteve resultado neutro, nao
resultando em diferenca quanto a reincidéncia de eventos cardiovasculares, apesar do
aumento de 40% no HDL-C (SCHWARTZ et al., 2012).

Apesar dos resultados negativos obtidos com o uso do torcetrapib e do
dalcetrapib, um estudo mais recente mostra os resultados obtidos com o uso de um novo
inibidor de CETP, o obicetrapib, originalmente conhecido pela sigla TA-8995. Visando
reduzir significativamente as concentracdes de LDL-C e apolipoproteina (apo) B, o
obicetrapib também foi capaz de aumentar as concentracdes de HDL-C e apo A-l.
Porém, esses resultados sao preliminares, uma vez que os estudos se encontram em fase
I, sendo ainda necessario melhor avaliacdo da seguranca de seu uso e beneficios
clinicos associados (HOVINGH et al., 2015; NICHOLLS et al., 2022).

Em estudos mais recentes observa-se, ainda, uma relagdo nao linear, em “forma
de U” (“U-shaped”), entre o0s valores de HDL-C e o risco de mortalidade
cardiovascular. O HDL-C acima de 90 mg/dL esta relacionado com maior risco de
mortalidade cardiovascular. O HDL-C muito alto pode estar associado a defeitos no
metabolismo da lipoproteina, ndo propiciando protecdo cardiovascular; as vezes,
constitui-se até em fator de risco (MADSEN; VARBO; NORDESTGAARD, 2017).
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Individuos que carregam uma mutacdo (Argl73Cysteine) na apo A-l, chamada
de apo A-I Milano, apresentam baixa prevaléncia de DCV, mesmo apresentando baixas
concentracdes de HDL-C e apo A-1 (SIRTORI et al., 2001). Esse fendmeno trouxe uma
nova possibilidade de tratamento. Em modelos experimentais, a terapia endovenosa
com apo A-l1 Milano recombinante apresentou efeitos anti-inflamatérios e atero-
protetores, diminuindo a progressdo da placa aterosclerdtica e o conteido de
macrofagos nas lesdes (AMELLI et al., 1994; SHAH et al., 1998, 2001). Individuos que
receberam esta terapia apresentaram regressdo de placa coronariana (NISSEN et al.,
2003). No entanto, outra terapia utilizando-se apo A-lI humana recombinante (CER-
001), falhou em demonstrar qualquer reducdo em contetdo de placa de aterosclerose
coronéria (TARDIF et al., 2014).

Esses resultados contrastantes geram debates sobre o real beneficio de se avaliar
HDL-C plasméatico como fator protetor contra DAC, visto que individuos que
desenvolvem a doenca podem ter concentracbes de HDL-C normais ou até mesmo
elevadas. Portanto, a avaliacdo das fungdes da HDL, bem como sua formacgdo e

metabolismo podem melhor descrever a relacdo desta particula com a DAC.

A HDL é a menor e mais densa das lipoproteinas, tendo um metabolismo
complexo. Apresenta tamanho médio de 5 a 17 nm e densidade de 1.063-1.21 g/ml
(MARZ et al., 2017). Constituida de um ntcleo hidrofébico que contém colesterol
esterificado (CE) e triglicérides e rodeado por uma monocamada hidrofilica de
colesterol livre (CL) e proteinas, as apos, as quais conferem solubilidade a este
macrocomplexo (BARTER et al., 2003).

A formagdo da HDL ocorre no compartimento intravascular pela lipidacdo da
apo A-I, sua principal proteina. A apo A-l é formada no figado e intestino e secretada na
circulacdo como uma particula livre de lipides (SEGREST; HARVEY; ZANNIS, 2000).
O transportador ATP-binding cassete transporter A 1 (ABCAL1) promove o transporte de
fosfolipides e colesterol em sua forma livre para a apo A-1, formando uma particula
discoide, a pré-p-HDL, a forma nascente da HDL. A captacdo de colesterol livre e de
fosfolipides pela apo A-l, também pode ocorrer durante o processo de lipolise das
lipoproteinas ricas em triglicérides (CASTRO; FIELDING, 1988). Essa HDL discoide é
convertida em uma particula maior e esférica, pela acdo da enzima lecitina-colesterol-
acil-transferase (LCAT), da qual a apo A-l é co-fator, responsavel por esterificar o
colesterol de sua forma livre. O processo de esterificacdo ocorre com a transferéncia de
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um éacido graxo da posicdo -2 da lecitina para o grupo hidroxila da molécula de
colesterol (GLOMSET, 1962). Nesse processo o CE que é mais hidrofobico que o CL
se orienta para o nucleo da lipoproteina, acdo que permitira a formacdo de uma HDL
madura (CUCHEL; RADER, 2006). A HDL madura continua a receber colesterol e
fosfolipides de membranas celulares via receptor scavenger classe B tipo 1 (SR-B1) ou
por transportadores ATP-binding cassette transporter G1 (ABCG1). O conteudo de CE
da HDL ¢ diretamente transportado para o figado, em um processo dependente dos
receptores SR-B1, que capturam a lipoproteina para que seja possivel a excrecéo do seu
conteddo de colesterol na bile. Alternativamente, a interacdo da HDL com a CETP
promove a transferéncia de CE para lipoproteinas que contém apo B, onde essas
lipoproteinas serdo captadas pelo figado em um processo dependente principalmente
dos receptores SR-B1 (CHAPMAN et al., 2010). Os triglicérides e fosfolipides sdo
removidos por hidrolises catalisadas pela lipase hepatica, lipase endotelial e fosfolipase
A2 (RYE; BARTER, 2014). Portanto, a HDL é a grande maquina de esterificacdo do
colesterol no compartimento plasmatico, e a esterificacdo propicia a estabilizacdo desse
colesterol (MANTHEI et al., 2018).

Uma das principais fungdes da HDL é o transporte reverso de colesterol. Nesse
processo a HDL atua como um aceptor especifico de colesterol, promovendo a remog¢éo
de colesterol de tecidos periféricos pela lipoproteina, para que o colesterol entre na
circulacéo e seja disponibilizado para o figado e eliminado na bile. O transporte reverso
de colesterol é responsavel pela formacao, transformacdo e degradacdo das particulas de
HDL (OUIMET; BARRETT; FISHER, 2019; KONTUSH, 2020).

A HDL desempenha, ainda, outras funcBes antiaterosclerticas, como anti-
inflamatoria, antitrombotica (BERROUGUI; MOMO; KHALIL, 2012; RADER, 2002),
vasodilatadora (NOFER et al., 2004) e antioxidante (KONTUSH; CHAPMAN, 2010).
Essas funcbes ndo sdo refletidas diretamente pelos niveis de HDL-C. Suas funcdes
bioldgicas sdo dependentes de sua composicdo lipidica e proteica. Na funcdo
antioxidante, a paraoxonase 1 (PON1) tem grande protagonismo. A PON1 & uma
esterase localizada no soro e € quase exclusivamente associada a particula de HDL de
maneira calcio-dependente (SUN et al., 2017). A PON1 é responsavel por inibir a
formacdo de perdxidos lipidicos na LDL, sendo um fator importante na atividade
antioxidante da HDL (REGIELI et al.,, 2009). A atividade da PON1 pode ser
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influenciada pela concentracdo de HDL-C, presenca de diabetes mellitus e pelo género.
Homens podem apresentar menor atividade de PON1 quando comparados com
mulheres, bem como individuos com diabetes apresentaram menor atividade de PON1
quando comparados a individuos sem diabetes (SUN et al., 2017). Ainda, pacientes com
DAC apresentaram menores concentracGes e atividade reduzida de PON1 do que
individuos sem a doenca (MACKNESS; TURKIE; MACKNESS, 2013).

Como descrito, a HDL é uma fracdo bastante heterogénea, apresentando
diferentes subfracdes que refletem diretamente em sua funcionalidade. Baseada em suas
caracteristicas fisico-quimicas, a HDL pode ser dividida em duas principais subfraces,
através de ultracentrifugacdo: pequenas (HDL3) e grandes (HDL;) (DE LALLA;
GOFMAN, 1954). Porém, dependendo do método de separacdo utilizado, como o
sistema Lipoprint para separacdo de HDL em gel poliacrilamida, a HDL pode ser
dividida em 10 diferentes subespécies. As subespécies sdo agrupadas em 3 categorias
relativas ao tamanho da particula: grandes (subfragdes 1-3), intermedirias (subfragdes
4-7) e pequenas (subfracdes 8-10) (ORAVEC et al., 2011). As diferentes subfracdes de
HDL associam-se de forma contrastante quanto a presenca de DAC. Particulas grandes
de HDL em geral s&o mais eficientes no transporte reverso de colesterol (CAMONT;
CHAPMAN; KONTUSH, 2011). J& particulas pequenas podem apresentar maior
facilidade para migrar para o espacgo subendotelial e promover a diminuicdo da oxidacdo
das LDL (KONTUSH; CHANTEPIE; CHAPMAN, 2003). No entanto, individuos com
DAC apresentam maiores concentracGes de particulas pequenas de HDL e menores
concentracdes de particulas grandes (GAO et al., 2016; ZHANG et al., 2016). Ja o perfil
de subfracGes de HDL em individuos que apresentam baixas concentracdes de HDL-C,

ainda nao foi bem explorado.

Visto que a composi¢do da HDL afeta seu metabolismo e suas fungdes anti-
aterogénicas, um método in vitro capaz de estimar a transferéncia de lipides para HDL
foi desenvolvido em nosso laboratério. O ensaio baseia-se na utilizacdo de uma
nanoparticula lipidica, marcada com colesterol radioativo na sua forma livre (CL) e
esterificada (CE). Essa nanoparticula € entdo incubada com plasma total do paciente.
Apo0s a precipitagcdo quimica das outras fragdes de lipoproteinas e da nanoparticula, a
transferéncia de colesterol para a HDL é quantificada (LO PRETE et al., 2009).
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O ensaio é preciso, reprodutivel e pratico. Vale salientar, que em pacientes com
DAC precoce (<50 anos), a transferéncia do colesterol livre para a HDL estava
diminuida quando comparados com individuos sem DAC (MARANHAO et al., 2012).
Esse resultado pode sugerir um estado pré-aterogénico nesses individuos, sendo o
ensaio de transferéncia de colesterol um importante marcador de DAC precoce. As
transferéncias de colesterol estdo alteradas também em diferentes situacdes clinicas,
como no diabetes mellitus (OLIVEIRA et al., 2012), no hipotireoidismo subclinico
(SIGAL et al., 2011), hipercolesterolemia familiar (MARTINEZ et al., 2013), e apds
infarto do miocardio (SOARES et al., 2018).

Fatores conhecidos por seus papéis protetores contra a aterosclerose e DAC,
como a pratica de atividade fisica (VAISBERG et al., 2012; BRAGA et al., 2023) e a
adocdo de dietas vegetarianas (VINAGRE et al., 2014), mostraram-se capazes de

modificar positivamente os parametros da transferéncia de colesterol para a HDL.

Dada a variedade de funcdes protetoras da HDL, em parte mediadas pelas
proteinas associadas a HDL, é de se supor que a simples determinacdo do HDL-C seja
insuficiente para avaliar a protecio ao organismo proporcionada por essa lipoproteina. E
de se esperar que a quantidade de HDL na circulacdo seja importante para que a
lipoproteina execute sua fungdo, mas aspectos qualitativos, como a composicdo da

lipoproteina e as proteinas associadas sejam de fundamental importancia.
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2. OBJETIVOS

Explorar a questdo de se dois grupos de individuos do sexo masculino com baixos
niveis de HDL-C (20-40 mg/dL), um com DAC documentada e outro sem DAC,
poderiam apresentar aspectos funcionais da HDL diferentes, que eventualmente
poderiam contribuir para o desenvolvimento da doenca. Consequentemente, foi medida
a transferéncia de ambas as formas de colesterol para a HDL, juntamente com a fungéo
antioxidante da lipoproteina. Outros fatores relacionados com o metabolismo da HDL,
como a concentracdo no plasma da CETP e da LCAT, bem como aspectos fisicos da

HDL também foram avaliados.
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3. METODOS

3.1. Casuistica e delineamento do estudo

Trata-se de um estudo transversal, no qual foram avaliados individuos do sexo
masculino, com idade entre 50 e 76 anos, que apresentaram HDL-C entre 20 e 40
mg/dL em pelo menos 2 exames de sangue avaliados em prontudrio medico, antes do
inicio do estudo. Os participantes estdo divididos nos grupos: com presenca de DAC
(grupo DAC) e auséncia de DAC (grupo CTL). Individuos com DAC tiveram a
presenca da doenca confirmada por cineangiocoronariografia. Foram selecionados
aqueles com lesdes unicas ou multiplas e apresentando obstrucdo luminal > 50%. Os
individuos sem DAC tiveram a auséncia da doenca confirmada através de teste

ergométrico de rotina.

Para os pacientes que faziam uso de estatinas, foi feita a suspensao da medicacgéo
por 30 dias antes da realizacdo da coleta de sangue, acompanhada por um médico e sem
riscos a saude do paciente (MCGOWAN, 2004).

Os individuos com DAC foram selecionados na Unidade de pesquisa MASS do
Instituto do Coracdo de Sdo Paulo (InCor) — HCFMUSP e os individuos sem DAC

foram selecionados através de exames de rotina realizados no InCor - HCFMUSP.

Apds todos os esclarecimentos, os participantes assinaram um termo de
consentimento. Em seguida, foram orientados a comparecer no Laboratério de
Metabolismo e Lipides no InCor para uma Unica coleta de sangue no periodo da manha,
entre 7:00 — 10:00, ap6s um periodo de jejum de 12 horas, por puncao a vacuo de veia

periférica. Foi coletado um volume total de 23 mL de sangue.

3.2. Célculo do tamanho da amostra

Para o célculo do tamanho amostral, usou-se como referéncia o percentual de
variacdo de transferéncia do colesterol livre para a HDL em pacientes com DAC
precoce em comparacgdo com individuos saudaveis, observado no estudo de Maranhéo et
al., 2012.

Numero de grupos: 2 grupos
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Pardmetros utilizados:
a=20,05

1-$=0,80

Médias: 7,0 e 3,5
Desvio Padrdo: 3

Portanto, fez-se necessario a inclusdo de pelo menos 12 participantes em cada

grupo.

3.3. Critérios de inclusao

- Sexo masculino;

- Idade acima de 50 anos;

- Apresentar dosagem de HDL-C entre 20 e 40 mg/dL

- Individuos com DAC diagnosticada por cineangiocoronariografia;

- Individuos sem DAC confirmado por estudo angiografico ou teste ergométrico;

- Assinar termo de consentimento informado.

3.4. Critérios de exclusao

- Doenca renal cronica (creatinina > 1,5 mg/dL);

- Doenca tireoidiana descontrolada (TSH > 0,4 um/L, T4 total > 12,6 mg/dL, T3
total > 180 ng/dL, T4 livre > 1,8 ng/dL, T3 livre > 50 pg/mL);

- Esteatose hepética

- Pacientes em fase aguda de infarto do miocardio;

- Pacientes com insuficiéncia cardiaca classe funcional (CF) Il e I1V;
- Pacientes com angina CF 1V;

- Pacientes com fracao de ejecdo do ventriculo esquerdo menor que 0,4;
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- Triglicérides > 400 mg/dL;
- Doencas que interferem com taxa de morte, como cancer e outras;

- Participacdo em outro estudo.

3.5 Determinac@es bioquimicas

As determinacOes séricas de triglicérides e colesterol total foram determinadas
por método enzimatico colorimétrico, utilizando-se kits comerciais especificos para o
equipamento automatizado Dimension RXL, Siemens Healthcare (Newark,USA). O
HDL-C foi determinado pelo mesmo método apds a precipitacdo quimica das
lipoproteinas que contém apo B, utilizando-se reagente precipitante constituido por
MgCI2 e &cido fosfotingstico. O valor de LDL-C foi estimado pela equacdo de
Friedewald (FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON, 1972), obtido pela diferenca
entre o colesterol total e a somatoria do HDL-C e colesterol de lipoproteina de muito
baixa densidade (VLDL-C). O colesterol de VLDL foi calculado através da divisdo dos

niveis plasmaticos de triglicérides por 5.
Colesterol de LDL = [colesterol total - (HDL-C + VLDL-C)]

As concentracBes plasmaticas de apo A-l1 e B foram determinadas por
imunonefelometria nos Sistemas ProSpec® (Siemens Healthcare).

3.6 Determinacéo do diametro da particula de HDL

A HDL foi separada por precipitacdo quimica das particulas lipoprotéicas que
contém apo B, através da adi¢do de 500 pL de polietilenoglicol 8000 (200 g/L). O
sobrenadante contendo HDL foi diluido em solucdo de NaCl (0,15M) e, em seguida,
filtrado em filtro Millipore 0,22 um de diametro. O didmetro da HDL foi entdo medido
por espelhamento de luz (Zetasizer-nano series — Nano-ZS90, Malvern Instr.,
Worcestershire, Reino Unido) que € capaz de medir o movimento browniano das
particulas e em seguida, através da relacdo Stokes-Einstein, essa medida foi convertida
em medida de tamanho (LIMA; MARANHAO, 2004).
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3.7 Subfrac6es de HDL

As subfracbes de HDL foram determinadas pelo método Lipoprint®
(Qunatimetrix Corp, Redondo Beach, CA, EUA). Nos tubos contendo gel de
poliacrilamida, foram pipetados 25uL de plasma e 300uL de gel contendo corante
lipofilico. Ap6s homogeneizacdo, os tubos foram colocados contra a luz para
fotopolimerizacdo, durante 30 minutos. Em seguida, foi feita a corrida em tampao de
eletroforese para separar e quantificar as subfragdes. Ao final do procedimento as
subfracbes de HDL sdo apresentadas em grandes (subfracdes 1 a 3), intermediarias

(subfraces 4 a 7) e pequenas (subfracdes 8 a 10).

Figura 1- Imagem obtida durante a analise das subfra¢des da HDL.

Isna :33r25_-m1 SAMPLE:  9-Abnomnal Quantimetrix LIPOPRINT® SYSTEM
' ¥LDL HDL Subfractions Albumin
+
LDL
1 2 3|4 5 3 718 «a 10

j\ ///\ Vi | N

area ¥ 12 95 10 12 23 Foreg 9 7
Large Intermediate Small
area ¥ 26 54 20
chol. [mgtdl) 14 29 11

HDL Chol.[mgidl] 53 340

Abreviaturas: VLDL: lipoproteina de muita baixa densidade; LDL: lipoproteina de baixa
densidade; HDL.: lipoproteina de alta densidade.
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3.8 Ensaio de transferéncia de colesterol de uma nanoparticula lipidica artificial

paraa HDL

O ensaio de transferéncia de colesterol foi realizado utilizando uma
nanoparticula lipidica artificial preparada segundo a técnica descrita por Ginsburg et al.,
(1982), modificada por Maranhdo et al., (1993). Em um frasco foram pipetados 40 mg
de fosfatidilcolina, 20 mg de oleato de colesterol, 1 mg de trioleina e 0,5 mg de
colesterol. Posteriormente, foram adicionados & mistura de lipides os isotopos *H-éster
de colesterol e **C-colesterol livre (Arc Drive, St Louis, MO, EUA). Ap6s a adicdo de
10 mL de tampdo Tris-HCI 0,01M, pH 8, a mistura de lipides foi emulsificada por
irradiacdo ultra-sénica (Sonics VibraCell® Sonics & Materials, INC, Newtown, CT,
EUA), durante 3 horas, sob atmosfera de nitrogénio, com temperatura variando entre 51
a 55°C.

A solucdo lipidica foi purificada em duas etapas de ultracentrifugacao
(Optima™ XL-100K Ultracentrifuge, rotor SW-41, Beckman, EUA). Na primeira etapa,
0 material da parte superior do tubo (1 mL), resultante da centrifugacdo a 35.000 rpm
por 30 minutos, a 4°C, foi removido por aspiracdo e desprezado. Ao restante do material
foi adicionado brometo de potassio (KBr) ajustando a densidade para 1,21 g/mL. Apos a
segunda centrifugacdo (35.000 rpm por 2 horas a 4°C), a nanoparticula lipidica artificial
foi recuperada no topo do tubo por aspiracdo. O excesso de KBr foi removido por
dialise, contra tampdo Tris HCI 10 M, pH 8. Finalmente, a nanoparticula foi esterilizada
por filtracdo em membrana de 0,22 pL de porosidade sob fluxo laminar e armazenada a
4°C por até 15 dias.

O ensaio de transferéncia de lipides foi realizado segundo descrito por Lo Prete
et al., (2009). Uma aliquota de 200 pLde plasma dos participantes foi incubada com 50
pL da nanoparticula, a 37°C, sob agitacdo, durante 1 hora. Ap6s esse procedimento,
foram adicionados 250 pL de reagente precipitante (0,2% dextran/0,3 mol/L MgCl,)
seguida de agitacdo por 30 segundos e centrifugacdo por 10 minutos, a 3000 rpm. O
infranadante, contendo a nanoparticula e as lipoproteinas plasmaticas que contém apo
B, foi desprezado. O sobrenadante, contendo HDL, foi submetido a contagem da
radioatividade em analisador de cintilacdo liquida (Hidex, Turku, Finlandia), que
corresponde a transferéncia dos lipides radioativos da nanoemulséo lipidica para a HDL

do individuo.
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Foi calculada a percentagem de transferéncia de cada um dos lipides radioativos,

considerando como 100%, a radioatividade total utilizada na incubag&o.

3.9 Determinacéo da atividade da paraoxonase 1 (PON1)

A atividade da PON1 foi medida em soro pela adi¢ao de 500 pL de tampdo Tris-
HCI 0,1 M e pH 8.05, contendo 2 mmol/L de CaCl; e 1,1 mmol/L de paraoxon a 25 pL
de soro. As amostras (200 pL) foram aplicadas em placa de 96 pocos em duplicata. A
leitura foi feita em leitor de microplacas (Multilabel, Reader Victor ™X3, PerkinElmer,
Massachussets, EUA), no comprimento de onda de 405 nm e temperatura de 37°C. Para
o célculo da atividade da PON1, foram feitas 6 leituras em intervalos de um minuto
cada. O resultado foi obtido multiplicando-se a média da variagdo das absorbancias pelo
fator descrito por Senti et al., (2003) e Agachan et al., (2004).

3.10 Determinacao da atividade antioxidante da HDL

Para avaliar o efeito protetor da HDL e suas subfracdes contra a peroxidacéo
lipidica da LDL, foi realizado in vitro a oxidacdo da LDL induzida por sulfato de cobre

na presenca da HDL.

A LDL foi obtida a partir do soro de individuos normolipidémicos como
controle de referéncia e isolada por ultracentrifugacdo de gradiente de densidade (duas
vezes de 56.000 rpm 6h a 4°C). Apo6s a ultracentrifugacdo, a fracdo que corresponde a
LDL foi removida e dialisada contra solugdo Tris-HCI 20mM pH 7,4, durante 4 horas
na auséncia de luminosidade. Apds a dialise, as amostras foram separadas em aliquotas
e armazenadas. A HDL foi separada por precipitacdo quimica das lipoproteinas ricas em
apo B, com acido fosfotungstico e cloreto de magnésio, conforme as instrucdes do Kit
comercial de Colesterol HDL® (Labtest, Minas Gerais, Brasil). A HDL presente no
sobrenadante foi separada e mantida na geladeira para uso em até 24h.

A concentracdo de proteinas das amostras de LDL e de HDL foi determinada
pelo método de Bradford® (Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, California, EUA). A
LDL na concentracdo de 50 pg/mL foi incubada com 200 pug/mL de HDL na presenca

de 30 uM de sulfato de cobre. A formacdo de dienos conjugados em consequéncia da
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peroxidacdo lipidica foi monitorada por meio de leitura da absorbancia a 234 nm em

espectrofotdmetro durante 5 horas a 37°C, sendo realizada uma leitura a cada 5 minutos.

A partir do grafico formado por essas medidas, foram obtidos os seguintes
parametros: taxa maxima de peroxidacgdo lipidica (Vmax), producdo méxima de dienos
conjugados (DOmax), tempo para producdo maxima de dienos conjugados (Tmax) e

area sobre a curva gerada (AUC).

Figura 2- Grafico obtido durante a analise da capacidade antioxidante da HDL.
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Abreviaturas: ODmax: densidade Otica; Vmax: taxa méxima de peroxidacao lipidica; Tmax:
tempo para a produgdo maxima de dienos conjugados; AUC: area sobre a curva.

3.11 Determinacao da concentracdo de CETP e de LCAT

A massa de CETP e de LCAT foi determinada pelo método de ELISA através de
kits comerciais (Cloud-Clone Corp, Wuhan, China).
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3.12 Andlise estatistica

Para as andlises estatisticas foi utilizado o software GraphPad Prism versao 5.0.
Para a avaliacdo da distribuicdo dos dados obtidos, foi utilizado o teste de Kolmogorov-
Smirnov. Para a comparacgdo dos parametros estudados entre os grupos, foram utilizados
os testes test-t Student, para a distribuicdo gaussiana, ou Mann-Whitney, para a
distribuicdo ndo-gaussiana. As analises de correlacdo foram determinadas pelos testes
de Pearson ou Spearman. Os testes foram realizados com nivel de significancia de p <
0,05. Os dados foram expressos como média + desvio padrdo para dados normais ou

como mediana (minima : maxima) para distribui¢cdo ndo normal.
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4. RESULTADOS

A Figura 3 representa o fluxograma da selecdo e recrutamento dos voluntarios
do presente estudo. Foram analisados 1.248 prontuarios, dos quais 513 foram
imediatamente excluidos por se tratarem de mulheres. Dos 736 prontuarios analisados,
658 foram excluidos, levando em consideracdo os critérios de inclusdo e excluséo,
conforme descrito na figura, restando 78 pacientes. Destes, 32 individuos néo
compareceram para a coleta ou apresentavam niveis de HDL ou triglicérides fora do

estipulado. Assim, foram avaliados 46 homens, divididos nos grupos DAC e CTL.

Figura 3- Fluxograma de pacientes.

Prontuarios
analisados
n =1.248
Mulheres Homens ES6o8
n =513 n =736
* FEVE <40% (n=189)
* Insuf. Renal (n = 168)
* Idade <50 anos (n =99)
* TAM recente (n =90)
* TG >400 mg/dL (n = 53)
* Neoplasia ativa (n = 29)
* Esteatose hepatica (n =17)
*  Sem exame diagnoéstico de DAC
(n=13)
oS n=32

* Sem sucesso no contato (n =12)
* HDL >40 mg/dL (n=9)

DAC * Nio compareceram para coleta

n=25 (n=6)

e e TG >400 mg/dL (n=5)
CTL
n=21

Abreviaturas: FEVE: fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo; IAM: infarto agudo do
miocérdio; TG: triglicérides; DAC: doenca arterial coronaria; HDL: lipoproteina de alta
densidade

Na Tabela 1 estdo apresentadas as distribuicdes de idade, dados
antropomeétricos, caracteristicas clinicas e os medicamentos de uso de ambos o0s grupos

estudados. Os grupos apresentam-se pareados, uma vez que ndo houve diferencas na
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idade, indice de massa corporea (IMC) e circunferéncia abdominal entre os grupos. O
grupo DAC apresentou maior porcentagem de diabéticos (p=0,0001) e hipertensos
(p<0,0001) em comparagdo ao grupo CTL. No grupo DAC os participantes

apresentaram maior uso de estatinas (p<0,0001) do que o grupo CTL.

Tabela 1- ldade, dados antropométricos, caracteristicas clinicas e medicamentos de homens
com HDL-colesterol baixo, com ou sem doenca arterial coronéria (DAC).

Parametros CTL DAC P
(n=21) (n=25)
Idade (anos) 62+2 66+ 1 0,1432
IMC (kg/m?) 28+£0,7 29+0,6 0,1516
Cincunferéncia abdominal (cm) 96 +2 100+ 2 0,1438
Diabetes (%) 14 72 0,0001
Hipertensao (%) 52 100 <0,0001
Fumantes (%) 10 8 1,0000
Infarto (%) 0 44 0,0004
Medicamentos
Estatina (%) 14 100 <0,0001
Hipoglicemiantes (%) 10 76 <0,0001
Insulina (%) 0 20 0,0536
Inibidor ECA (%) 14 48 0,0260
Bloqueador canal de calcio (%) 10 48 0,0088
Beta bloqueador (%) 24 92 <0,0001
Diurético (%) 14 44 0,0521
BRA (%) 14 48 0,0260
Anticoagulante (%) 0 8 0,4928
Antiplaquetéario (%) 10 100 <0,0001

Dados expressos em média + desvio padrdo. As distribuicGes de frequéncias sdo expressas em
porcentagem (%). Abreviaturas: CTL: controle; IMC: indice de massa corporal; ECA: enzima
conversora de angiotensina; BRA: bloqueador do receptor de angiotensina.

Na Tabela 2, sdo mostrados os valores plasmaticos de lipides e
apolipoproteinas. Ndo houve diferenca entre DAC e CTL nos valores de colesterol total,
LDL-C e ndo-HDL-C e triglicérides. A HDL-C foi menor no grupo DAC do que no
grupo CTL (p=0,0156). Apo A-I foi semelhante, mas apo B foi maior em DAC do que
em CTL (p=0,0464).
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Tabela 2- Concentragdo plasmatica de lipides e apolipoproteinas de homens com HDL-
colesterol baixo, com ou sem doenca arterial coronaria (DAC).

Parametros CTL DAC p
(n=21) (n=25)
Colesterol (mg/dL)
Total 192+ 6 209+9 0,1327
HDL 36 (28:40) 33 (24:39) 0,0156
LDL 135 (70:161) 128 (74:208) 0,1003
ndo-HDL 156 £ 6 177+ 9 0,0761
Triglicérides (mg/dL) 142 (66:351) 170 (64:373) 0,1281
Apolipoproteinas (g/L)
A-l 1,21 +0,03 1,16 + 0,03 0,1969
B 1,06 £ 0,05 1,24 £ 0,06 0,0464

Dados expressos em média + desvio padrdo ou mediana (minima:maxima). Abreviaturas: CTL:
controle; HDL.: lipoproteina de alta densidade; LDL.: lipoproteina de baixa densidade.

Na Tabela 3 encontram-se os dados de didametro de HDL, das concentracGes de
CETP e LCAT e as taxas de transferéncia de colesterol para a HDL, bem como o valor
de transferéncia corrigido pelo valor de HDL-C dos grupos estudados. Quanto ao
diametro de HDL, ndo houve diferenca entre os grupos. Apesar da concentragcdo de
CETP apresentar uma tendéncia de ser menor no grupo CTL, ndo houve diferenca
significativa deste parametro, assim como nas concentracdes de LCAT entre grupo
DACe CTL.

Quanto as transferéncias de CE e CL para a HDL, ndo houve diferenca entre os
grupos. Porém, ao corrigir o valor das transferéncias pelo HDL-C, temos um resultado
significativo, sendo as taxas de transferéncia tanto de CE (p=0,0034), quanto de CL
(p=0,0021), maiores no grupo DAC em comparagédo ao grupo CTL.
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Tabela 3- Didmetro da HDL, concentracdo de CETP e LCAT e transferéncia de colesterol para
HDL de homens com HDL-colesterol baixo, com ou sem doenga arterial coronaria (DAC).

Parametros CTL DAC p
(n=21) (n=25)

Diametro da HDL (nm) 8,9+£0,1 9,0£0,1 0,3900
CETP (ug/mL) 0,1 (0,004:0,7) 0,2 (0,05:0,6)  0,0624
LCAT (ug/mL) 38+0,1 39+0,1 0,4386
Transferéncia de colesterol para HDL
(%)

CE 1,8 (1,4:2,7) 2,1(1,6:3,2) 0,1026

CL 46%0,1 4,7+0,1 0,2455
Transferéncia corrigida pelo HDL

CE/HDL 0,05 (0,03:0,08) 0,06 (0,05:0,09) 0,0034

CL/HDL 0,13 (0,09:0,16) 0,15(0,11:0,21) 0,0021

Dados expressos em média + desvio padrdo ou mediana (minima:méxima). Abreviaturas: CTL:
controle; HDL.: lipoproteina de alta densidade; CETP: proteina de transferéncia de colesterol
esterificado; LCAT: lecitina-colesterol aciltransferase; CE: colesterol esterificado; CL:
colesterol livre.

Na Tabela 4 estdo expostos os dados da atividade da PON1 e parametros
relacionados a atividade antioxidante da HDL. N&o houve diferenca entre os grupos
quanto a atividade da PON1. Os parametros de atividade antioxidante da HDL,
nomeadamente taxa maxima de peroxidacgdo lipidica, tempo para a producdo maxima de
dienos conjugados, producdo méaxima de dienos conjugados e area sobre a curva,

também ndo foram diferentes entre DAC e CTL.

Tabela 4- Atividade da paraoxonase 1 e atividade antioxidante da HDL de homens com HDL-
colesterol baixo, com ou sem doenca arterial coronaria (DAC).

Parametros CTL DAC P
(n=21) (n=25)
Atividade da PONL1 (U/L) 65 (14:157) 54 (10:186) 0,8947
Atividade antioxidante
Vmax (milli units/min) 1,85+ 0,03 1,83+ 0,03 0,7596
Tmax (min) 170 (169:173) 170 (168:173) 0,7374
DOmax 0,850 (0,780:0,870) 0,840 (0,790:0,860) 0,1081
AUC 161 (148:167) 161 (154:168) 0,7408

Dados expressos em média + desvio padrao ou mediana (minima:maxima). Abreviaturas: CTL:
controle; PON1: paraoxonase 1; Vmax: taxa maxima de peroxidagdo lipidica; Tmax: tempo para
a produgdo méxima de dienos conjugados; DOmax: producdo méxima de dienos conjugados;
AUC: area sobre a curva gerada.
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A Figura 4 mostra os valores do perfil de subfracdes da HDL de ambos o0s
grupos estudados. As subfragdes intermediarias apresentaram diferenca significativa
entre os grupos, sendo menores no grupo DAC do que no grupo CTL (p=0,0091). N&o

houve diferenca entre os dois grupos quanto as subfracdes grandes e pequenas de HDL.

Figura 4- Subfracdes de HDL de homens com HDL-colesterol baixo, com ou sem doenca
arterial coronéria (DAC).
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Abreviaturas: HDL: lipoproteina de alta densidade; CTL: controle.

Na Tabela 5 e na Tabela 6 estdo apresentados os dados de correlacdo de ambos
0s grupos estudados. Na Tabela 5, no grupo DAC, a concentracdo de HDL-C se
associou positivamente com as particulas grandes (r=0,5583; p=0,0037) e intermediarias
(r=0,7995; p<0,0001) de HDL. Ainda, a concentracdo de HDL-C associou-se
positivamente com a transferéncia de colesterol livre (r=0,4419; p=0,0270) no grupo
DAC. Na Tabela 6, o grupo DAC apresentou associa¢do positiva quanto as taxas de
transferéncia de colesterol livre e concentracdo de HDL-C (r=0,4419; p=0,0270) e a
concentracdo de particulas intermediarias de HDL (r=0,5459; p=0,0048). Ainda, o
grupo DAC apresentou tendéncia de uma correlacdo negativa quanto a transferéncia de
colesterol livre e a area sob a curva (r=-0,3840; p=0,0581), um dos parametros de
oxidacdo de HDL analisados. J& no grupo controle, a transferéncia de colesterol livre se
associou positivamente com a concentracdo de particulas pequenas de HDL (r=0,5501;
p=0,0098).
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Tabela 5- Dados de correlagdo de ambos 0s grupos estudados.

A Diadmetro HDL HDL HDL Transferéncia  Transferéncia
Parametros de HDL  Grande Intermediaria Pequena PON1 Vmax Tmax  Domax  AUC de CL de CE LCAT CETP
Grupo DAC
HDL-C = -0,3432 0,5583 0,7995 0,3447  -0,2438 -0,0330 0,05821 -0,0165 -0,1865 0,4419 0,3555 0,0108 10,0633
i = 0,093 0,0037 <0,0001 0,0915 0,2402 0,8756  0,7823 0,9373 0,3721 0,0270 0,0811 0,9590 0,7636
Grupo CTL
HDL.C = 0,1555 0,3944 0,3734 0,3546 0,0439 0,2930 -0,0122 0,0130  0,0820 0,1277 -0,0111 0,1024 0,0275
i = 0,501 0,0768 0,0954 0,1041 0,85 0,1973  0,9580 0,9553  0,7238 0,5813 0,9617 0,6588 0,9084
Abreviacdes: HDL: lipoproteina de alta densidade; PON1: paraoxonase 1; Vmax: taxa méxima de peroxidacdo lipidica; Tmax: tempo para a producdo maxima de dienos
conjugados; Domax: producdo méxima de dienos conjugados; AUC: area sobre a curva gerada; CL: colesterol livre; CE: colesterol esterificado; LCAT: lecitina-colesterol
aciltransferase; CETP: proteina de transferéncia de colesterol esterificado; HDL-C: colesterol de HDL; DAC: doenga arterial coronéria; CTL: controle.
Tabela 6- Dados de correlacio de ambos os grupos estudados.
A HDL-C  Diametro HDL HDL HDL CETP
Parametros de HDL. Grande Intermediaria  Pequena PON1 Vmax Tmax Domax AUC LCAT
Grupo DAC
Transferéncia r=  0,3555 0,0650 0,2800 0,2854 -0,0227 0,1910  0,0019 -0,1580 -0,2792 -0,1436 0,0138 -0,0733
de CE p=  0,0811 0,7573 0,1751 0,1666 0,9143 0,3605  0,9927 0,4506 0,1764 0,4935 0,9476 0,7277
Transferéncia r=  0,4419 0,1430 0,2848 0,5459 0,0738 -0,0915 -0,1878  -0,0198 -0,3216 -0,3840 0,0769 -0,1019
de CL p=  0,0270 0,4952 0,1676 0,0048 0,7257 0,6635  0,3686 0,925 0,1169 0,0581 0,7147 0,6279
Grupo CTL
Transferéncia r=  -0,0111 0,0949 0,0415 -0,3355 0,2806 0,308 -0,1577  0,1677 -0,1793 0,1417 -0,1685 0,3019
de CE p=  0,9617 0,6824 0,8582 0,1371 0,218 0,1744  0,4949 0,4675 0,4368 0,5402 0,4654 0,1958
Transferéncia r=  0,1277 0,2702 -0,1079 -0,2853 0,5501 0,2047  -0,1781  0,3413 -0,1433 -0,1996 -0,0713 0,0119
de CL p= 05813 0,2361 0,6417 0,2099 0,0098 0,3735  0,4399 0,13 0,5355 0,3858 0,7586 0,9602

Abreviacdes: HDL-C: colesterol de HDL; HDL: lipoproteina de alta densidade; PON1: paraoxonase 1; Vmax: taxa maxima de peroxidacdo lipidica; Tmax: tempo para a
produgdo maxima de dienos conjugados; Domax: produgdo maxima de dienos conjugados; AUC: érea sobre a curva gerada; CL: colesterol livre; CE: colesterol esterificado;

LCAT: lecitina-colesterol

aciltransferase;

CETP: proteina de transferéncia de colesterol

esterificado;

DAC: doenca arterial

coronaria; CTL:

controle.
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, para o qual foram selecionados individuos do sexo
masculino com HDL-C variando entre 20-40 mg/dL com ou sem DAC, fatores de risco
tradicionais como o préprio HDL-C e a apo B, foram o0s Unicos parametros que
diferiram entre os dois grupos. Por outro lado, os parametros relativos ao metabolismo e
fungéo da HDL, como a transferéncia de colesterol esterificado e livre para a HDL e sua
funcdo antioxidante ndo foram diferentes. Em relacdo a outros fatores que podem
intervir no metabolismo da HDL, houve uma tendéncia, mas ndo significativa, do grupo
DAC apresentar concentracdo de CETP maior em DAC, enquanto a concentracdo de

LCAT ndo foi diferente entre os grupos.

O diferencial deste estudo se da ao fato de ambos os grupos estudados
apresentarem apenas individuos do sexo masculino e serem compostos apenas por
individuos com HDL-C baixa, na faixa de 20-40 mg/dL. A importancia de estudar essa
populacdo se da pelo fato de os homens apresentarem caracteristicas e um perfil mais
aterogénico do que as mulheres, principalmente pelas menores concentracdes de HDL-
C (MASCITELLI; PEZZETTA, 2006). O perfil metabolico da HDL-C baixa é
heterogéneo, podendo ter diferentes causas. Geralmente, a causa é de carater genético,
devido a causas poligénicas, mas outra explicacdo é pela reduzida lipdlise de particulas
ricas em triglicérides, que irdo fornecer menos conteudo para a maturacdo das particulas
de HDL (BRUNZELL et al., 1983; LAMARCHE et al., 1993). Neste estudo, individuos
com triglicérides > 400 mg/dL foram excluidos, para evitar a influéncia da
hipertrigliceridemia nas concentra¢6es de HDL-C.

A escolha de participantes com hipoalfalipoproteinemia leve a moderada,
geralmente devido a causas poligénicas, foi feita para evitar a inclusdo de individuos
com alteracdes genéticas que permitem um perfil de HDL-C com valores abaixo de 20
mg/dL e que constituem apenas 1% da populacdo geral (MILLER; ZHAN, 2004). Nos
homens, nessa faixa de 20-40 mg/dL, a correlagdo entre a incidéncia de HDL-C e DAC
é muito mais forte do que a de valores mais elevados de HDL-C, devido a caracteristica
em “formato de U” entre os valores de HDL-C e o risco de mortalidade cardiovascular
(MADSEN; VARBO; NORDESTGAARD, 2017). Assim, é bastante esperado que 0
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HDL-C se destaque entre os demais parametros medidos como preditor da presenca de

DAC nesses individuos.

Os grupos estudados apresentaram-se pareados por idade, IMC e circunferéncia
abdominal, uma vez que ndo houve diferenca entre 0s grupos nesses parametros. Apesar
de ambos os grupos apresentarem baixas concentracfes de HDL-C, menor do que 0s
valores recomendados pela Diretriz Brasileira de Dislipidemia e Aterosclerose, houve
uma diferenca significativa entre 0s grupos quanto a esse parametro, tendo 0 grupo com
DAC menor concentracdo de HDL-C do que o grupo CTL. Esse resultado pode estar
relacionado com o maior nimero de participantes no grupo DAC ou, ainda, com maior
porcentagem de diabéticos presentes nesse grupo. Individuos portadores de diabetes
mellitus estdo mais suscetiveis a apresentarem baixa concentracdo de HDL-C do que
individuos sem diabetes, principalmente pela hipertrigliceridemia (LINTHOUT et al.,
2010).

Com relacdo ao LDL-C, os grupos ndo apresentaram diferenca significativa.
Mas, ao avaliar a apo B, o grupo DAC apresentou maior concentra¢ao desta apo do que
0 grupo CTL. A medida da apo B é considerada um melhor marcador de particulas
aterogénicas presentes no sangue em comparacdo ao LDL-C, visto que apenas uma
molécula de apo B esta presente em cada particula de lipoproteina correspondente a
fracdo ndo-HDL (GLAVINOVIC et al., 2022). Como esperado, esse resultado indica

um perfil mais pré-aterogénico no grupo DAC.

Em relacdo ao diametro da HDL e o perfil de suas subfracGes, observa-se na
literatura que as particulas maiores seriam mais funcionais e protetoras contra a DAC do
que as particulas pequenas, tendo importante papel no transporte reverso de colesterol
(CAMONT; CHAPMAN; KONTUSH, 2011). Porém, as subfracfes menores podem
apresentar um papel importante na funcdo antioxidante da HDL, diminuindo a oxidacgédo
da LDL, processo fundamental contra o desenvolvimento da aterosclerose (KONTUSH;
CHANTEPIE; CHAPMAN, 2003). Em um estudo de uma populacdo que apresentava
fatores de risco para DAC e HDL-C baixa, observou-se maior porcentagem da
subfracdo de particulas intermediarias e pequenas e menor porcentagem de particulas
grandes nesse grupo, em comparagéo a individuos com concentra¢ées normais de HDL-
C e 0s mesmos fatores de risco, sugerindo um possivel mecanismo que contribui para a
aterosclerose (MASCARENHAS-MELO et al., 2013). Esses resultados podem estar
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relacionados aos nossos achados, visto que o grupo CTL apresentou maior concentracao
da subfracdo intermediaria do que o grupo DAC. O grupo CTL apresenta individuos
que ndo possuem DAC documentada, mas podem apresentar fatores de risco para a
doenca, semelhante aos individuos do estudo citado acima. O achado de maior
concentracdo de particulas intermediarias no grupo CTL dificilmente € significativo em

termos de aterogénese.

Quanto a atividade da PON1, enzima associada a HDL e com funcao
antioxidante, ndo foram observadas diferencas entre os dois grupos. Existem evidéncias
sugerindo que individuos com HDL-C abaixo dos valores normais, possuem menor
atividade dessa enzima (HOLVEN et al., 2013). O presente estudo avaliou atividade de
PON1 em dois grupos de individuos com HDL-C baixa, podendo esta ser a razéo da
similaridade do resultado entre os grupos. Também ndo foram observadas diferencas
entre 0s grupos quanto as quatro varidveis de funcdo antioxidante da HDL. Esse
resultado pode sugerir que a funcdo antioxidante da HDL ndo impacta nesse perfil

especifico da populacdo com HDL-C baixa.

As transferéncias de CL e CE foram semelhantes entre individuos com DAC e o
grupo controle, porém, esses resultados ndo eram esperados. No entanto, ao corrigir as
taxas de transferéncia de colesterol pelas concentracbes de HDL-C, o grupo DAC
apresentou maiores transferéncias de CL e CE quando comparado ao grupo controle.
Maior transferéncia de CE e menor transferéncia de CL estéo relacionados a um perfil
mais prd-aterogénico, visto em diferentes estudos. Em estudos anteriores, as
transferéncias de CL para a HDL estavam diminuidas no grupo DAC. Individuos com
DAC precoce, abaixo dos 50 anos de idade, apresentaram maiores transferéncias de CE
e menores transferéncias de CL do que o grupo controle (MARANHAO et al., 2012).
Em outro estudo, em individuos que apresentavam DAC e diabetes, as transferéncias de
CL foram menores do que o grupo portador apenas de diabetes (SPRANDEL et al.,
2015). Ainda, individuos com doenca arterial periférica e diabetes apresentaram menor
transferéncia de CL do que aqueles apenas com doenca arterial periférica (de MACEDO
RIBEIRO et al., 2021). Esses resultados demonstram que pacientes que possuem mais
comorbidades estdo mais suscetiveis a apresentarem algum desfecho cardiovascular

desfavoravel.

Em 1998, um dos estudos do Veterans Affairs HDL Intervention Trial (VA-
HIT), avaliou a influéncia de fatores de risco sobre desfechos cardiovasculares, em
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homens com HDL-C baixa. Os individuos avaliados muito se assemelham aos
individuos do presente estudo, visto que todos sdo homens, com HDL-C média de 32
mg/dL e média de idade de 64 anos. Os resultados do estudo VA-HIT mostram que,
nesse tipo de populacdo, a presenca de fatores de risco como diabetes e hipertensdo
aumentam as chances dos individuos apresentarem algum desfecho cardiovascular.
Individuos que possuiam o habito de fumar tiveram um aumento substancial nos
desfechos (PAPADEMETRIOU et al., 1998). Diferente do presente estudo que néo
levou em consideracdo as concentracfes de LDL-C, o estudoVA-HIT selecionou apenas
individuos com LDL-C normal, media de 111 mg/dL. As concentracdes mais elevadas
de LDL-C e de triglicérides no presente estudo, podem ter influenciado alguns dos
resultados obtidos.

Aqui, o resultado desse estudo apresentou uma particularidade, ja que foi
possivel observarmos as maiores taxas de transferéncia de CE e de CL no grupo DAC
do que no grupo controle. Talvez, esse resultado pode ter apresentado como
interferéncia os niveis baixos de HDL-C de ambos 0s grupos, sendo o primeiro estudo a
analisar as transferéncias de colesterol em individuos exclusivamente do sexo masculino
e com HDL-C baixo.

A transferéncia de colesterol entre as diferentes classes de lipoproteinas é
facilitada pela atuacdo de proteinas de transferéncia, como a CETP. A literatura
apresenta resultados conflitantes quanto a presenca da DAC e as concentracdes de
CETP. Maior concentracdo de CETP pode estar relacionado com maior risco de
desenvolvimento de DAC em individuos saudaveis (BOEKHOLDT et al., 2004). Em
contrapartida, em individuos com menores concentracBes de triglicérides, a maior
concentracdo de CETP pode estar relacionado a um menor risco de DAC
(BORGGREVE et al., 2007). Ainda, menor concentragdo de CETP pode estar
relacionado com reducéo da transferéncia de colesterol de lipoproteinas doadoras para a
HDL, dessa maneira, a HDL apresenta menor conteudo de colesterol esterificado. Neste
estudo, as concentracdes de CETP ndo foram diferentes entre individuos com DAC e
individuos controles, resultado que se assemelha a outro estudo publicado anteriormente
(KAPPELLE et al., 2011).

A esterificacdo do colesterol, processo importante para a formacdo de HDL
madura, ocorre através da acdo da enzima LCAT, que usa a apoA-1 como cofator. Aqui,
a concentragcdo de LCAT foi semelhante em ambos os grupos. Assim, como visto em

42



outros estudos, onde as concentraces de LCAT néo diferem entre casos de DAC e 0s
controles (HOLLEBOOM et al., 2010).

Assim como a CETP, a LCAT também divide opinides sobre ser uma enzima
pré ou anti-aterogénica. O processo de esterificacdo gera maior conteudo de CE para a
HDL, o que permite sua maturacdo e transformacdo em particula madura, podendo
também aumentar as concentracdes de HDL-C. Em contrapartida, a maior quantidade
de CE no nucleo da HDL, associado a presenca de lipoproteinas ricas em triglicérides e
a CETP, permitira maior transferéncia de colesterol para as lipoproteinas que contém
apo B, sendo estas aterogénicas (JONAS A, 2000; ROUSSET et al., 2009).

Nas andlises de correlacdo, o grupo DAC apresentou correlacdo positiva com
particulas grandes e principalmente intermediarias de HDL, bem como uma correlagéo
positiva com a transferéncia de CL. Esses resultados s&o marcantes deste trabalho, uma
vez que fogem dos resultados encontrados na literatura. Individuos com DAC, em sua
maioria, apresentam particulas menores de HDL (GAO et al., 2016) e menor
transferéncia de CL, quando comparados a individuos sem DAC (MARANHAO et al.,
2012).

Outro achado incomum foi a correlacdo positiva observada entre as
transferéncias de CL e particulas pequenas de HDL no grupo controle. Esse resultado
sugere que individuos homens que apresentam maiores concentragcdes de particulas
pequenas de HDL, tem maior transferéncia de CL. Esse resultado € diferente do que se
encontra na literatura, onde particulas maiores de HDL estariam associadas a uma maior
capacidade transferéncia de colesterol, do que as particulas pequenas (CAMONT,;
CHAPMAN; KONTUSH, 2011).

O presente estudo apresenta algumas limitacbes que sdo importantes salientar.
Primeiramente, o estudo avaliou uma amostra pequena de homens que apresentam
HDL-C baixa, com ou sem DAC. Além do pequeno nimero de participantes, estes
apresentam valores de HDL-C considerados baixos para os padrBes normais de
referéncia em ambos os grupos, ndo tendo sido adicionado um grupo com concentra¢des
consideradas normais de HDL-C a critério de comparacdo. A realizacdo de teste
geneético para identificar polimorfismos relacionados a menores concentracfes de HDL-

C, teria sido um diferencial para este trabalho.
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Apesar do grupo controle ndo apresentar DAC documentada, alguns individuos
apresentavam fatores de risco para desenvolvimento de DAC, como diabetes,
hipertensdo e tabagismo, mesmo que em menor quantidade do que o grupo que possuli
DAC diagnosticada. Por ter escolhido grupos de homens dentro do perfil de HDL-C
baixo, nds podemos ter selecionado participantes com um perfil metabdlico especifico,
ndo saudavel, ndo sendo possivel generalizar esses resultados para outros grupos da

populagéo.

Por fim, outro diferencial deste estudo e possivelmente uma limitacéo, foi ndo
ter diferenciado dentro do grupo DAC aqueles individuos que apresentavam apenas uma
ou mdltiplas lesdes arteriais; é possivel que a gravidade das lesGes tenha influéncia

sobre a qualidade das funcGes da HDL.
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6. CONCLUSAO

Em conclusdo, em homens com HDL-C baixo, aqueles que desenvolveram DAC
apresentaram HDL-C mais baixo e apo B mais alta do que aqueles sem DAC, sendo
esses dois marcadores classicos da DAC, mas ndo apresentaram diferenca em relacéo as
transferéncias de colesterol, que foi previamente associada a aterogénese em individuos
com HDL-C dentro das concentra¢des normais. A funcéo antioxidante da HDL e outros
pardmetros metabdlicos da lipoproteina medidos também foram semelhantes entre os
grupos. Esses resultados apontam para a necessidade de considerar as concentracdes de

HDL-C no plasma ao testar os parametros funcionais da HDL.
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